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［摘要］　目的：观察曲古抑菌素Ａ（ＴＳＡ）体外对结肠癌 ＨＴ２９细胞凋亡及低氧状态下其缺氧诱导因子（ＨＩＦ）１α表达的影

响。方法：体外培养结肠癌 ＨＴ２９细胞，给予ＴＳＡ１００、２００、４００、６００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ分别处理１２、２４、４８、７２ｈ，对照组加入同等

体积的ＤＭＳＯ。ＭＴＴ法检测各组 ＨＴ２９细胞的存活率；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ、ＴＵＮＥＬ法检测 ＨＴ２９细胞凋亡率；ＲＴＰＣＲ、免疫印迹

法分别检测低氧状态下（３７°Ｃ、１％Ｏ２）ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ及蛋白的表达。结果：ＭＴＴ法检测结果发现，与对照组相

比，ＴＳＡ处理组 ＨＴ２９细胞活力明显降低（Ｐ＜０．０５），随着浓度的增大、时间的延长，其抑制作用逐渐增强。ＡｎｎｅｘｉｎⅤ、

ＴＵＮＥＬ法检测结果发现，ＴＳＡ能诱导 ＨＴ２９细胞的早期凋亡，ＴＳＡ（２００、４００、６００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组凋亡率明显高于对照

组（Ｐ＜０．０５）。低氧条件下，ＴＳＡ抑制 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α蛋白的表达，随着浓度的增大，其抑制作用逐渐增强；而对 ＨＩＦ１α

ｍＲＮＡ的表达无影响。结论：ＴＳＡ体外可能通过抑制低氧条件下 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α蛋白的表达，诱导细胞凋亡，抑制细胞

增殖。
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　　组蛋白被修饰后所引起的染色质结构的改变，
在真核生物基因表达调控中起重要作用。这些修饰
包括ＤＮＡ甲基化、组蛋白乙酰化以及染色质高级
结构中其他成分的修饰，这些修饰可以改变染色质
的构型，导致基因转录调节失衡，从而导致细胞增殖

失常而致癌［１］。而这些可逆失活基因的重新表达可

以抑制肿瘤的生长。目前发现特异性的组蛋白去乙
酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅｓ，ＨＤＡＣ）抑制剂，可以

逆转这些失活的基因。曲古抑菌素 Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ
Ａ，ＴＳＡ）是特异性的 ＨＤＡＣ抑制剂，在体内外均具
有强烈的抗肿瘤活性作用［２３］，已进入临床试验，但
其抗肿瘤活性的具体机制尚未明了。本研究通过观
察ＴＳＡ对结肠癌 ＨＴ２９细胞增殖凋亡的影响，以



第６期．石晓星，等．曲古抑菌素Ａ体外对结肠癌细胞凋亡及低氧状态下其缺氧诱导因子１α表达的影响 ·６１３　　 ·

及对低氧状态下 ＨＴ２９细胞缺氧诱导因子（ＨＩＦ）

１α表达的影响，进一步探讨 ＴＳＡ的抗肿瘤作用机
制。　　　　　　　　　　

１　材料和方法

１．１　试剂　ＴＳＡ购自Ｓｉｇｍａ公司，溶解于二甲基
亚砜溶液（ＤＭＳＯ）中制成３ｍｍｏｌ／Ｌ浓度 ＴＳＡ溶
液，保存于－８０℃中备用；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡试剂盒购
自上海博鑫公司；ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒购自罗氏公
司；兔抗人 ＨＩＦ１α６７单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；ＲＴＰＣＲ相关试剂购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，引物
由上海申能博彩公司合成。

１．２　细胞培养　结肠癌 ＨＴ２９细胞来源于中科院
上海细胞研究所。将冻存的结肠癌 ＨＴ２９细胞迅
速置于３７℃水浴中，使其完全溶解，１２００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗涤２次，用含１０％胎牛血
清（加热灭活）的ＤＭＥＭ培养液重悬，放置在３７℃、

５％ＣＯ２细胞孵化箱中培养。细胞传代，８０％贴壁细
胞用于实验。低氧细胞培养是将细胞放置在３７℃、

１％Ｏ２细胞孵化箱中培养。

１．３　ＨＴ２９细胞的处理　待细胞生长至对数期，
弃去原培养液，加入新的培养液，同时加入ＴＳＡ，调
整至不同的工作浓度，轻晃混匀。对照组加入同等
体积的ＤＭＳＯ作对照。放入培养箱中继续培养不
同时间，取出待测。

１．４　四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞活力　细
胞生长至对数生长期后，９６孔板每孔接种２×１０４

个细胞，不接种细胞的设为空白对照。培养２４ｈ
后，每孔加入不同浓度ＴＳＡ （０、１００、２００、４００、６００、

８００ｎｍｏｌ／Ｌ），对照孔加入等量 ＤＭＳＯ。继续培养

１２、２４、４８、７２ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ２０μｌ（５ｍｇ／

ｍｌ），继续培养４ｈ，弃上清，每孔加入纯的ＤＭＳＯ液

１００μｌ，振荡混匀５ｍｉｎ。在酶标仪上测各孔４９０ｎｍ
波长下的光密度值（Ｄ４９０）。实验组按下列公式计算
细胞活力，细胞活力＝（实验组Ｄ 值－空白对照组

Ｄ值）／（对照组Ｄ值－空白对照组Ｄ值）×１００％。

１．５　流式细胞术检测凋亡率　按 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ试剂
盒说明操作进行。收集３×１０５个细胞，离心，去上
清，ＰＢＳ液洗涤１次，加入１×结合溶液１００μｌ，重
悬。置于冰上操作。再加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤ和５μｌ
碘化丙啶（ＰＩ，２５０μｇ／ｍｌ），避光１５ｍｉｎ，再加入１×
结合溶液１００μｌ，上机检测。

１．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　载玻片放入培养
板孔中，加入培养液及接种３×１０４个细胞，培养４８
ｈ；更换培养液后加入ＴＳＡ，继续培养２４ｈ；去除培

养液，ＰＢＳ冲洗载玻片３遍，乙醇梯度脱水，４％的多
聚甲醛固定，－２０℃保存备检。ＴＵＮＥＬ检测按试
剂盒说明书操作。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测低氧状态下 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表
达　２×１０５个细胞在低氧培育箱培养至对数生长
期，加入 ＴＳＡ３００ｎｍｏｌ／Ｌ继续培养２４ｈ，收集细
胞。细胞总 ＲＮＡ提取按 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明
书进行。ＨＩＦ１α的引物自行设计，由上海申能博彩
公司合成。ＨＩＦ１α引物序列：上游５′ＧＡＡＣＣＴ
ＧＡＴＧＣＴＴＴＡＡＣＴ３′，下游５′ＣＡＡＣＴＧＡＴＣ
ＧＡＡＧＧＡＡＣＧ３′，扩增片段５６４ｂｐ。以ＧＡＰＤＨ
为内参，上游５′ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴ
ＴＣ３′，下游５′ＡＧＡ ＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴ
ＴＧ３′，扩增片段２５８ｂｐ。ＰＣＲ 扩增条件为：９４℃
预变性３ｍｉｎ，变性９４℃５０ｓ、退火５７℃５０ｓ、延伸

７２℃１ｍｉｎ共进行３０个循环。用１％的琼脂糖胶，
每孔点样１０μｌ，６０Ｖ，电泳。用数码凝胶图像分析
系统作条带密度扫描，ＧｅｎｅｓｎａｐＳｙｎＧｅｎｅ软件分
析。计算目的基因的光密度值（Ｄ值）。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测低氧状态下 ＨＩＦ１α蛋白
表达　２×１０６个细胞经ＴＳＡ处理后，弃培养液，用
温ＰＢＳ冲洗２～３遍；加入适量的冰预冷的裂解液
后置于冰上１０～２０ｍｉｎ；用细胞刮刮下细胞，收集在

ＥＰ管内，１２０００×ｇ离心，４℃２ｍｉｎ；取上清核蛋白
液，移入另一离心管中，调整蛋白质浓度，行 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹检测，电泳，转膜，加入一抗 ＨＩＦ１α６７（１

５００），二抗。以αｔｕｂｕｌｉｎ为内参。经化学发光法，Ｘ
线曝光显影，软件进行扫描定量。

１．９　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１１．５进行
统计学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检
验，Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＴＳＡ抑制 ＨＴ２９肿瘤细胞的增殖　不同浓
度ＴＳＡ处理后的细胞，细胞活力随浓度增加逐渐降
低，与对照组相比，差异具有显著意义（Ｐ＜０．０５）。

ＴＳＡ明显抑制 ＨＴ２９细胞的增殖，并呈一定的浓
度及时间依赖性（图１）。

２．２　ＴＳＡ诱导 ＨＴ２９细胞的凋亡　流式细胞术
结果显示，不同浓度ＴＳＡ（０、１００、２００、４００、６００、８００
ｎｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＨＴ２９细胞２４ｈ后，细胞的平均凋
亡率分别为（２．６５±１．２３）％、（９．６０±１．７８）％、（１４．
４０±２．３３）％、（２２．０５±１．６３）％、（３２．４０±２．４７）％、
（６２．１５±２．７２）％。２００、４００、６００、８００ｎｍｏｌ／ＬＴＳＡ
处理组凋亡率明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
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　　ＴＵＮＥＬ结果显示，不同浓度ＴＳＡ（０、１００、２００、

４００、６００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＨＴ２９细胞２４ｈ后，
对照组未见凋亡细胞（图２Ａ），ＴＳＡ处理后见凋亡
细胞，呈棕色（图２Ｂ）。凋亡率随浓度的增加而逐渐
增加（结果未给出）。

图１　ＴＳＡ对ＨＴ２９细胞增殖影响的量效和时效关系

Ｆｉｇ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎＨＴ２９ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ

图２　ＴＳＡ对细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＳＡｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（ＴＵＮＥＬｍｅｔｈｏｄ，×４０）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （ＤＭＳＯ）ｈａｄｎｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌ；Ｂ：ＴＳＡ （６００

ｎｍｏｌ／Ｌ）ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｓｉｇｎａｌｓａｆｔｅｒ２４ｈ（ｂｒｏｗｎｓｉｇ

ｎａｌ）

２．３　ＴＳＡ对低氧状态下 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１αｍＲ
ＮＡ表达的影响　低氧条件下，与对照组相比，不同
浓度ＴＳＡ处理后 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表
达无明显变化，各浓度间也无显著差异（图３）。这
提示ＴＳＡ对体外低氧状态下 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α
ｍＲＮＡ的表达无明显影响。

２．４　ＴＳＡ对低氧状态下 ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α蛋白
表达的影响　低氧条件下，ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α的
蛋白表达明显增加（图略）；不同浓度的 ＴＳＡ处理

２４ｈ后，ＨＴ２９细胞 ＨＩＦ１α蛋白的表达随ＴＳＡ浓
度的增加而逐渐降低（图４）。

图３　低氧条件下ＨＴ２９细胞ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｍＲＮＡｉｎ

ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａ

图４　低氧条件下ＨＴ２９细胞ＨＩＦ１α的蛋白表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａ

３　讨　论

　　肿瘤发生的一个重要原因是细胞增殖和分化失
常；ＨＤＡＣ被认为与染色质紧密及肿瘤发生有关。
组蛋白乙酰化修饰可改变染色质的构型，从而影响
基因转录。乙酰化状态受组蛋白乙酰化酶（ｈｉｓｔｏ
ｎｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＡＴ）和 ＨＤＡＣ动态平衡的调节，一
旦失衡会成为一些肿瘤发生的直接诱因。ＴＳＡ是
氧肟酸类化合物，能在纳摩尔的浓度下特异性抑制
组蛋白去乙酰化酶，是目前国际上公认的研究乙酰
化对细胞影响的可靠试剂。ＴＳＡ能使组蛋白恢复
乙酰化状态，染色质变疏松［４］。

　　本研究显示，ＴＳＡ能显著抑制 ＨＴ２９细胞的
增殖，其增殖抑制作用呈时效、量效关系。ＴＵＮＥＬ
法凋亡检出率较高，但特异性较差，不能区分凋亡和
死亡细胞；而 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ结合ＰＩ染色法特异性较
高，能区分凋亡和死亡细胞，检测早期凋亡优于

ＴＵＮＥＬ法。二者结合能较好地反映细胞凋亡的变
化。本研究结果发现，ＴＳＡ 能明显抑制 ＨＴ２９细
胞的凋亡，细胞生长的抑制部分是通过介导细胞早
期凋亡来实现的，其凋亡诱导也呈一定的浓度依赖
性。

　　低氧是许多实体瘤的共同特征。肿瘤缺氧与瘤
细胞增殖、恶性侵袭以及对放疗、化疗的抵抗密切相
关。肿瘤微环境的低氧（ｈｙｐｏｘｉａ）足以激活依赖

ＨＩＦ１α的靶基因的表达，上调涉及糖代谢、血管生
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成、细胞生存和促红素生成等相关因子［６］。ＨＩＦ１
是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物体内的一种氧调

节转录因子，由α和β两个亚单位组成。ＨＩＦ１α是
惟一的Ｏ２调节亚单位，决定 ＨＩＦ１的活性，在正常
氧状态下检测不到，低氧条件下其蛋白质稳定而具
有活性。ＨＩＦ１α可调节多种靶基因如血管内皮生
长因子（ＶＥＧＦ）、红细胞生成素（ＥＰＯ）、葡萄糖载体
蛋白１，３（ＧＬＵＴ１，ＧＬＵＴ３）和糖酵解酶等的表
达，在维持肿瘤细胞的能量代谢、新生血管形成以及
促进肿瘤增殖和转移中起重要作用［７８］。本研究发
现，低氧对ＨＩＦ１α的ｍＲＮＡ水平无影响，但使蛋白
表达明显增加，提示低氧下ＨＩＦ１α的转录调控在蛋
白质水平，与多数学者的观点一致。而ＴＳＡ在低氧
条件下抑制 ＨＩＦ１α的表达也在蛋白水平。Ｋｉｍ
等［９］认为，ＨＩＦ１α的过表达与ｐ５３、ＶＨＬ等肿瘤抑
制基因的突变密切相关，ＴＳＡ 可以上调 ｐ５３和

ＶＨＬ的表达，从而下调 ＨＩＦ１α及其靶基因的表
达，在体内外均可抑制肿瘤的生长。因此，可以认为

ＴＳＡ的抗肿瘤机制与 ＨＩＦ１α靶点有关，可能通过
抑制ＨＩＦ１α的蛋白表达，从而抑制肿瘤血管的生成
及糖酵解，发挥其抗肿瘤活性。ＴＳＡ可作为一种通
过 ＨＩＦ１α靶点发挥效应的新型抗肿瘤药物。
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